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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(S) Verfahren zur Lagerung und/oder zum Transport von Nukleinsauren 

(g) Es wird ein Verfahren zur Lagerung und/oder zum Trans- 
port von Nukleinsauren in nicht geloster Form beschrieben, 
dadurch gekennzeichnet, daft die Nlukleinsaure an minerali- 
sche Feststoffe reversibel gebunden wird, vorn Losungsmit- 
tel befreit und im absorbierten Zustand gelagert und/oder 
transportiert wird. Die so behandelten Nukleinsauren zeigen 
praktisch keine Veranderungen hinsichtlich ihrer biologi- 
schen Aktivitat. 
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Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur 
Lagerung und/oder zum Transport von Nukleinsauren 
in nicht geloster Form, die Verwendung mineralischer 
Festsioffe zur Lagerung und/oder zum Transport von 
Nukleinsauren sowie die Verwendung von mineraii- 
schen Feststoffen zur Hersteilung eines Lagerungs- 
und/oder Transportmittels fur Nukleinsauren unter Er- 
halt ihrer biologischen Aktivitat. 

Im Zuge der Entwicklung der Gentechnologie stellt 
sich in starkem AusmaB das Problem, DN A- oder RNA- 
Molekule mittel- und langfristig zu konservieren. Die 
biologische Aktivitat solite dabei ohne merkliche Einbu- 
Ben erhalten bleiben. Es sind unterschiedliche Metho- 
den bekannt (siehe Sambrook et al„ Molecular Cloning, 
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, 1989). So 
wurde beispielsweise rekombinante DNA in Form von 
Plasmiden in gefrorenen oder lyophiiisierten Bakterien- 
zellen gelagert. Freie DNA wird vornehmlich in lyophi- 
lisierter Form gelagert oder in Pufferlosungen in gefro- 
rener Form. Fur Plasmide ist es gewohnlich hinreichend, 
sie in Form von Lyophilisaten zu lagern. Dabei werden 
Verluste der biologischen Aktivitat, gemessen als Trans- 
fektionseffizienz suszeptibler Zellen, dieser Lagerungs- 
produkte hingenommen. 

Problematischer ist jedoch die Lagerung von nicht 
von sich aus replikationsfahigen DNA- oder RNA-Seg- 
menten in iyophilisierter Form. Dies betrifft beispiels- 
weise Restriktionsfragmente, die ihre Fahigkeit zur Li- 
gation erhalten sollen oder Genomsegmente, wie sie im 
Rahmen nationaler oder internationaler Forschungsko- 
ordinationen zwischen den gentechnischen Laborato- 
rien ausgetauscht werden. Als zuverlassige Methode hat 
sich zwar die Lagerung und der Transport im gefrore- 
nen Zustand bewahrt. Dies bedeutet jedoch einen gro- 
Ben technischen wie auch wirtschaftlichen Aufwand. So 
muB zum Beispiel bei der Versendung von Nukleinsau- 
ren in gefrorener Losung jeweils Trockeneis mit hinzu- 
gegeben werden, urn ein Auftauen der Probe, insbeson- 
dere bei langeren Transportwegen, zu vermeiden. Die 
Lagerung ist insofern nicht unproblematisch, als daB die 
Tiefgefriereinheiten, die ubiicherweise mit flussigem 
Stickstoff betrieben werden, spezifische Absicherungen 
wie Alarmanlagen benotigen, urn bei einem eventuellen 
Storfall hinreichend schneil GegenmaBnahmen einleiten 
zu konnen. Es wird auch die unabhangige Doppellage- 
rung bestimmter Proben durchgefuhrt, urn Verluste un- 
wiederbringlichen Materials zu vermeiden. 

Das der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende 
technische Problem ist somit die Bereitstellung eines 
Lagerungs- und Transportverfahrens fur Nukleinsau- 
ren, das die Nachteile des Standes der Technik vermei- 
det. Insbesondere soli das Verfahren auf Kuhlung der zu 
lagernden Probe verzichten konnen und auch bei erhoh- 
ten Temperaturen bis zu 70° C ein Verlust der entspre- 
chenden Nukleinsaure hinsichtlich ihrer Aktivitat ver- 
meiden. 

Das technische Problem wird erfindungsgemaB ge- 
iost durch ein Verfahren mit den Merkmalen des An- 
spruchs 1. Die Unteranspriiche betreffen bevorzugte 
Ausfuhrungsformen des erfindungsgemaBen Verfah- 
rens. 

Oberraschenderweise wurde gefunden. daB durch 
Adsorption der Nukleinsauren an mineralischen Fest- 
stoffen und Lagerung und Transponder Nukleinsauren 
in dieser Form, nach der Elution die Aktivitat der so 
behandelten Nukleinsauren praktisch unverandert ge- 



blieben ist. Hingegen zeigten sich Ionenaustauscherma- 
terialien und Adsorptionsmedien auf Basis von Cellulo- 
se als nicht geeignet, Nukleinsauren unter Erhait der 
biologischen Aktivitat zu lagern und/oder zu transpar- 
5 tieren. 

Geeignete mineralische Festsioffe sind porose oder 
nicht porose Silicagele und/oder Glaser. Sie weisen vor- 
zugsweise eine hohe Oberflachenbindungskapazitat fur 
die Nukleinsauren auf.Typischerweise betragtdie Parti- 

io kelgroBe 0,1 urn bis 1000 p.m. Das mineralische Fest- 
stoffmaterial liegt vorzugsweise in Partikel-, Platten-, 
Stabchen-, Membran- oder Filterform vor. 

Eine bevorzugte Verfahrensweise zum Aufbringen 
der Nukleinsaure auf die mineralischen Festsioffe er- 

15 folgt in an sich bekannter Weise dadurch, daB die zu 
behandelnden Nukleinsauren aus waBrigen Losungen 
hoher Salzkonzentration auf dem mineralischen Fest- 
stoff gebunden werden. Dieser Effekt wird bereits be- 
nutzt zur Reinigung von Nukleinsauren. Die Adsorption 

20 der Nukleinsauren aus waBrigen Losungen erfolgt bei- 
spielsweise aus Losungen, die 5 M NaCI enthalten oder 
anderen waBrigen Losungen mit ahnlichen lonenstar- 
ken, zum Beispiel 3 M Nal, 4 M NaC10 4 , pH 7,0). Es ist 
ebenfalls bekannt, die Nukleinsauren bei Bedarf mit rei- 

25 nem Wasser oder mit einem Puffer niedriger lonenstar- 
ke, zum Beispiel TE 10 mM Tris HC1 pH 8,0, 1 mM 
EDTA, zu eluieren. 

Es kann vorteilhaft sein, die adsorbierte Nukleinsau- 
re, nachdem sie vom Losungsmittel befreit worden ist, 
30 zu lyophilisieren oder beispielsweise mit Alkohol zu 
uberschichten. Bei dieser Behandlungsart bleibt die bio- 
logische Aktivitat ebenfalls praktisch unverandert. 
Selbst wenn die fluchtigen Komponenten wie Ethanol 
und Restwasser verdampft sind, laBt sich die Nuklein- 
35 saure intakt zuriickgewinnen. Dies ist insbesondere des- 
halb erstaunlich, da lyophihsierte freie Nukleinsaure bei 
Lagerung bei Zimmertemperatur eine Verringerung der 
Ligationseffizienz urn den Faktor 10 zeigt. Dagegen ist 
bei der erfindungsgemaB gelagerten Nukleinsaure die 
40 Ligationseffizienz mit einer Aktivitat von > 90% erhal- 
ten geblieben. Selbst die Lagerung bei 60° C fur 5 Tage 
kann die Effizienz nicht wesentlich beeinflussen. 

Es ist auch moglich, die Nukleinsaure, ohne daB sie 
von dem Losungsmittel befreit wurde, im an den Fest- 
45 stoff adsorbierten Zustand zu lagern oder zu transpor- 
tieren. 

Mineralische Feststoffe der genannten Art sind somit 
geeignet, als Lagerungs- und Transportmittel fur Nu- 
kleinsauren zu dienen. Des weiteren sind die minerali- 

50 schen Feststoffe geeignet zur Hersteilung eines Lage- 
rungs- und/oder Transportmittels von Nukleinsauren 
unter Erhait ihrer biologischen Aktivitat. 

Mit dem erfindungsgemaBen Verfahren wird somit 
die Moglichkeit einer Lagerung und eines Transports 

55 von sensiblen biologisch aktiven Substanzen in kosten- 
giinstiger und technisch einfacher Weise bereitgestellt. 
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Patentanspruche 

L Verfahren zur Lagerung und/oder zum Trans- 
port von Nukleinsauren in nicht geloster Form, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Nukleinsaure an 
mineralische Feststoffe reversibel gebunden wird 
und im adsorbierten Zustand gelagert und/oder 
transportiert wird. 

2. Verfahren gemafl Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die mineralischen Feststoffe porose 
oder nicht porose Silicagele und oder Glaser sind. 
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3. Verfahren gemaB einem der Anspruche 1 und/ 
oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die minerali- 
schen Feststoffe porose Trager mit hoher Bin- 
tfungskapazitat fiir Nukleinsauren an der Oberfla- 
che sind. 5 

4. Verfahren gemaB mindestens einem der Ansprii- 
che 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Parti- 
kelgroBe der minerahschen Feststoffe 0,1 bis 
1000 urn betragt. 

5. Verfahren gemaB mindestens einem der Ansprii- to 
che 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB die mine- 
rahschen Feststoffe in Partikei-, Platten-, 
Stabchen-, Membran- oder Filterform vorliegen. 

6. Verfahren gemaB mindestens einem der Anspru- 
che 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Nu- 15 
kleinsauren unter Pufferbedingungen hoher Ionen- 
starke an die mineralischen Feststoffe gebunden 
werden und unter Bedingungen niedriger lonen- 
starke vom mineralischen Feststof f eluiert werden. 

7. Verfahren gemaB Anspruch 6, dadurch gekenn- 20 
zeichnet, daB die Hochsalzpufferbedingungen einer 
Losung von etwa 5 M Kochsalz neben anderen 
Substanzen, wie Puffersalzen, und die Bedingungen 
niedriger Ionenstarke einer Losung von weniger 
als 100 mM Natriumchlorid neben anderen Sub- 25 
stanzen, wie Puffersalzen, entsprechen. 

8. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 
1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB die am mine- 
ralischen Feststoff adsorbierte Nukleinsaure in ge- 
trockneter Form oder als Suspension mit organi- 30 
schem Losungsmittel, vorzugsweise Ethanol, gela- 
gert und/oder versandt wird. 

9. Verwendung mineralischer Feststoffe zur Lage- 
rung und/oder zum Transport von Nukleinsauren, 
ohne deren biologische Aktivitat zu verlieren. 35 

10. Verwendung mineralischer Feststoffe zur Her- 
stellung eines Lagerungs- und/oder Transportmit- 
tels fiir Nukleinsauren unter Erhalt ihrer biologi- 
schen Aktivitat. 
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